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摘要 ［目的］对珠江口海岸带沉积物中的氨氧化细菌和古菌的组成进行分析，并进行定量研究。［方法］用构建克隆文库和 Q － PCR
定量的方法对珠江口沉积物中氨氧化细菌和古菌 amoA 基因的含量和多样性特征进行研究。［结果］在 2 个沉积物表层，氨氧化古菌的
含量是细菌的 9 和 22 倍，揭示氨氧化古菌在珠江口的氨氧化过程中起主导作用; 系统发育分析表明大多数古菌和细菌的 amoA 基因序
列与不可培养的源于河口区和污染区域的环境克隆子序列有较高的同源性; 细菌 amoA 序列可分成 5 个类群( Cluster A、B、C、D 和 E) ，
均属于 Nitrosomonas 类群，其中 Cluster A 是主要类群( 72． 1% ) ; 古菌 amoA 序列分析表明来自于表层的序列有 52． 2%属于“水 /沉积物”
簇，47． 8%属于“土壤 /沉积物”簇，而沉积物底层厌氧区，检测到的古菌 amoA 基因 93． 3% 属于“土壤 /沉积物”簇，6． 7% 属于“水 /沉积
物”簇，且 amoA 基因数量略高于表层。［结论］该研究有助于了解珠江口区域氮的循环过程，为氮的富营养化处理提供重要的理论
依据。
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The Communities of Ammonia-oxidizing Organisms in Pearl River Estuary Sediments
CHEN Jin-quan et al ( College of Oceanography and Environmental Science，Xiamen University，Xiamen，Fujian 361005)
Abstract ［Objective］This study aimed to investigate the abundance and composition of ammonia-oxidizing organism in Pearl River Estuary
sediment． ［Method］Based on amoA genes，we detected the abundance and composition of ammonia-oxidizing organism in Pearl River Estuary
sediment by using quantitative real-time polymerase chain reaction ( Q-PCR) ，cloning and sequencing approaches． ［Result］The results of Q-
PCR presented that ammonia-oxidizing archaea were more abundant than ammonia-oxidizing bacteria in the top of sediment cores，with AOA to
AOB ratios 8． 96 ( site Q5) and 3． 69( site Q7) ． It suggested that ammonia-oxidizing archaea maybe play more important roles than ammonia-
oxidizing bacteria in the process of ammonia oxidation in the Pearl River Estuary sediment． In the top sediment layer of Q7，bacterial amoA-
like gene sequences were dominated by Nitrosomonas-like sequence types，which could be classified into five groups ( clusters A，B，C，D，
and E) ． Interestingly，archeal amoA-like gene was successfully amplified while bacterial amoA-like gene failed to be detected． These archeal
amoA-like genes fell into two groups“water column /sediment”cluster and“soil / sediment”cluster． Most of the sequences ( 93． 3% ) in the
bottom sediment layer of Q7 fell into“soil / sediment”cluster． ［Conclusion］This study helps to realize the cycle of nitrogen in Pearl River Es-
tuary region，and thus to provide theoretical support for the treatment of nitrogen eutrophication．
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1． 1 样品 该研究所用沉积物样品采于于珠江口淇澳岛周
围的海岸带，采样位置为 Q7 ( N22027'21． 4″，E113038'7． 3″)
和 Q5 ( N22026' 40． 4″，E113039' 09． 4″) 。采 样 地 点 盐 度 为
2． 6%，温度为 21． 5 ℃，水深为 0． 5 m。采用重力柱子的方式
采集沉积物样品，现场分装，带回实验室后保存于 － 20 ℃
备用。
1． 2 沉积物样品中总 DNA 的提取 选取 Q7 和 Q5 的表层
( 0 ～6 cm) 和 Q7 的底层( 16 ～ 32 cm) 沉积物提取总 DNA。
方法参照文献［4］，具体步骤: 选取沉积物样品5 g，加入13． 5
ml DNA 抽提缓冲液，剧烈振荡 5 min; 加入 1． 5 ml 20% SDS，
于 65 ℃温浴 2 h，室温下 8 000 g 离心 20 min，上清转移至 50
ml 离心管中; 然后沉淀再加入 4． 5 ml 抽提缓冲液，0． 5 ml
20% SDS，漩涡振荡30 s，65 ℃温浴10 min，室温下8 000 g 离
心 20 min，上清转移至 50 ml 离心管中。合并 2 次上清与等
体积酚 － 氯仿 － 异戊醇混匀( 25∶24∶1，V /V /V) ; 将上层水相
移入新的离心管，加入 0． 6 倍体积异丙醇，于常温下沉淀 1
h; 然后 16 000 g 离心 20 min，弃上清，沉淀用 70% 乙醇洗一
次，再溶解于 100 μl 无菌水，于 －20 ℃保存。
1． 3 PCR 扩增 用提取的沉积物样品总 DNA 进行 PCR 扩
增，氨氧化细菌的 amoA 基因片段采用特异引物 amoA-1F
( GGGGTTTCTACTGGTGGT) 和 amoA-2R ( CCCCTCKGSAAA-
GCCTTCTTC) 扩增; 氨氧化古菌的 amoA 基因片段采用引物
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Arch-amoAF ( STAATGGTCTGGCTTAGACG ) 和 Arch-amoAR
( GCGGCCATCCATCTGTATGT) ［5］。PCR 扩增体系为 50 μl，
包含 10 × PCR buffer 5 μl，200 μmol /dm3 dNTPs，引物各 10
pmol，1． 5 mmol /dm3 MgCl2，Taq 酶 5 U，模 板 10 ～ 100 ng。
PCR 条件为 94 ℃变性 1 min，53 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 1
min，共 34 个循环; 最后 72 ℃再延伸 10 min。扩增产物通过
琼脂糖凝胶电泳进行检测。
1． 4 amoA 基因文库的构建 amoA 基因文库的构建首先采
用上海生物工程技术服务有限公司的柱式 PCR 产物回收试
剂盒，回收纯化扩增出来的 PCR 产物，然后用 TaKaRa 公司
生产的 pMD18-T TA 克隆试剂盒，按试剂盒说明书将纯化的
PCR 产物连接至 pMD18-T 载体上，并转化到 XL-Blue 感受态
细胞中，于 37 ℃培养 20 h，经菌落 PCR 鉴定筛选出含插入片
段的阳性克隆。
1． 5 序列测定与分析 随机挑选阳性克隆子，送上海生物
工程技术服务有限公司测序，所得序列在 NCBI 中利用 Blast
搜索 GenBank 中 的 序 列，找 出 同 源 序 列，再 利 用 clustal、
Mega［6］软件进行系统发育分析。该研究将当 amoA 基因序
同源性不小于 95%时，定义为一种 OTU( Operation taxonomic
units) ，取其中一个序列作为代表序列，进行相关系统发育分
析。通过软件 PAST ( http: / / folk． uio． no /ohammer /past / ) 分
析 amoA 基 因 片 段 克 隆 文 库 的 覆 盖 率 ( C) 、Shannon 指 数
( H) 、Simpson 指数( D) 和 Buzas-Gibson Evenness 值［7］。
1． 6 荧光定量 PCR( Q-PCR) 采用 Q-PCR 定量分析古菌
和细菌 amoA 基因在沉积物中的含量。首先选用 amoA 克隆文
库中得到的质粒为模板构建标准品，标准品的有效检测范围是
102 ～108。amoA 定量引物与 amoA 基因克隆文库构建所用引
物相同。Q-PCR 反应体系为 25 μl: MgCl2 2． 5 mmol /L，dNTPs
0． 25 mmol /L，引物 100 nmol /L，探针 50 nmol /L，Taq 酶 0． 5 U，
ROX 荧光染料( 50 × ) 0． 5 μl，模板 300 ～1 000 ng，并设置阴性
对照 和 阳 性 对 照。实 时 荧 光 PCR 反 应 在 ABI 公 司
Prime7900HT 定量 PCR 仪上进行，反应参数为 95 ℃预变性 30
s; 95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 60 s，40 个循环。
1． 7 NO3
－ 和 NH4
+ 浓度的测定 无机氮以 2． 0 mol /L NaCl
溶液提取测定; 总氮是先将沉积物用 H2SO4-H2O2 消化，然后
采用半微量凯氏定氮法测定; NO3
－ 和 NH4




2． 1 沉积物化学参数测定 通常无污染的河口 NH4
+ 浓度





－ 和无机氮浓度都比位点 Q7 略高; 而位
点 Q7 底层沉积物的 NH4
+、无机氮和有机氮浓度略高于
上层。
2． 2 古菌和细菌 amoA 定量分析 分别提取珠江口淇澳岛
2 位点沉积物柱的表层和底层总 DNA。Q5 和 Q7 2 位点表层
沉积物都通过 PCR 方法检测到细菌 amoA 及古菌 amoA，而
Q7 的底层沉积物只检测到古菌 amoA 基因片段，未能发现细
菌 amoA 片段。定量结果( 表 2 ) 表 明，位 点 Q7 表 层 古 菌
amoA 基因拷贝数达 3． 80 × 105 /g，而位点 Q5 表层沉积物中
古菌 amoA 基因拷贝数达 8． 33 × 105 /g; 位点 Q7 的底层沉积
物中古菌 amoA 基因的数量高达 5． 80 × 105 拷贝 /g，比表层
沉积物略高; 位点Q5 表层沉积物中细菌 amoA 基因拷贝数为
9． 30 ×104 /g，远高于位点 Q7 表层细菌 amoA 基因的拷贝数













Q5 ( 0 ～6 cm) 7． 29 64． 03 290． 6 7． 53 0． 32
Q7 ( 0 ～6 cm) 7． 43 54． 43 175． 0 7． 70 0． 18
Q7 ( 16 ～32 cm) 7． 37 41． 78 621． 4 8． 78 0． 45







Q5( 0 ～6 cm) 8． 33 ×105 9． 30 ×104 22
Q7( 0 ～6 cm) 3． 80 ×105 1． 03 ×104 9
Q7( 16 ～32 cm) 5． 80 ×105 没检测到
目前分离的氨氧化古菌每个细胞包含 1 个 amoA 基因，
而细菌每个细胞包含 2 ～3 氨氧化基因。如果古菌以每个细
胞包含 1 个氨氧化基因，细菌以每个细胞包含 2． 5 个 amoA
基因计算，2 位点沉积物中氨氧化古菌与氨氧化细菌的数量
比分别约为 22 和 9。定量分析揭示了珠江口海岸带沉积物
中，氨氧化古菌与氨氧化细菌相比有数量上的优势。
2． 3 氨氧化古菌和细菌 amoA 基因序列分析 对珠江口淇
澳岛海岸带沉积物 Q7 位点表层( 0 ～ 4 cm) 和底层( 16 ～ 30
cm) 构建古菌 amoA 基因克隆子库，从表层和底层文库分别
随机挑取 30 和 41 个阳性克隆测序，以 95% 同源性划分
OTU，分别得到 9 和 12 个 OTU。由于底层未检测到细菌
amoA 基因，所以只构建 Q7 位点沉积物柱的表层( 0 ～ 4 cm)
细菌 amoA 基因文库，从文库中随机挑取 41 个阳性克隆测
序，得到 12 个 OUT。由 表 3 可 知，文 库 的 覆 盖 率 均 超 过
70%，说明文库结果能真实反映原位环境的 amoA 多样性;
Simpson’s 指数和 Shannon-Wiener 指数分析结果表明 Q7 表
层和底层的古菌种群丰富多样。
表 3 珠江口沉积物中 amoA 克隆文库的多样性分析
样品 C∥% H 1 /D Evenness
16 ～32 cm ( 古菌 amoA) 70 1． 791 0． 780 0 0． 665 9
0 ～6 cm ( 古菌 amoA) 76 1． 904 0． 788 3 0． 610 2
0 ～6 cm( 细菌 amoA) 71 1． 828 0． 728 1 0． 518 2
2． 4 氨氧化古菌 amoA 基因序列分析 古菌 amoA 基因序
列的系统发育分析( 图 1 ) 表 明，来 自 于 表 层 的 序 列 中 有
52． 2%归入“水 /沉积物”簇，47． 8% 归入“土壤 /沉积物”簇;
而来自于底层的多数古菌 amoA 基因( 93． 3% ) 归入“土壤 /
沉积物”簇，只有 2 个序列( 6． 7% ) 归入“水 /沉积物”簇。
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blast 分析表明多数古菌 amoA 基因序列与不可培养的环境
克隆子序列有较高的同源性( 91% ～ 99% ) 。这些环境包括
旧金山海湾、蜂雀岛、墨西哥河口区和污水处理反应器。克
隆 AB-3( 11) 、AB-6［14］、AB-7 ( 7 ) 、AB-8 ( 4 ) 、AT7-3 ( 14 ) 、
AT7-19［14］、AT7-21( 3) 和 A7-33( 3) 与来自于德国土壤 54d9
中的 amoA 基因有较高的同源性，为 92% ～ 98%。克隆子
A7-1( 4) 、A7-36( 3) 和 A7-37［14］与 Candidatus Nitrosopumilus
maritimus 同 源 性 最 高 ( 90% ～ 93% ) 。Candidatus Nitros-
opumilus maritimus 是世界上第 1 株分离到的氨氧化古菌，该
菌能以氨为唯一能源进行自养生长［7］。
注: AT 和 AB 为试验获得的克隆子，AT 代表克隆子来自于上层，
AB 为来自于下层沉积物。
图 1 古菌 amoA 基因的系统发育树( 邻接法构建筑; Bootstrap:
1 000)
2． 5 细菌 amoA 多样性分析 构建所获得的细菌 amoA 基
因序列系统发育树( 图 2) ，结果表明获得的细菌 amoA 序列
均属于 Nitrosomonas 类群，可分为 5 个类群，即 Cluster A、B、
C、D 和 E，分别占文库的 72． 1%、4． 7%、11． 6%、9． 3% 和
2． 3%，且大多数序列与不可培养的环境克隆子有最高相似
性。Cluster A 类群是最为主要的类群，其同源序列( 88% ～















3． 2 底层氨氧化古菌分析 采用非培养手段研究珠江沉
积物 Q7 底层无氧环境 amoA 基因发现，Q7 底层( 16 ～32 cm)
检测到古菌 amoA 基因，未发现细菌 amoA 基因，且种群结构
与表层不同，大部分序列( 93． 3% ) 属于“土壤 /沉积物”簇。
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的溶出和溶剂的挥发。因此，选择提取时间在 4 h 为较优的
工艺条件。
图 2 提取时间对微藻油脂提取效率的影响




基础上，比较了以 80、85、90、95 和 100 ℃为提取温度时的提











ml /109 cell，提取时间为 4 h，提取温度为 95 ℃，在此工艺条
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